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L'inventlon conceme des particules polypeptldiques le plus souvent senslblement sph6riques. au moins 
en ce qui conceme la plupart d'entre elles, ces particules ayant les propri6t6s Immunogdniques at immunolo- 
giques caracteristiques de Tantigfene de surface (souvent d6sign6 par rabr6vlatlon HBsAg ou encore plus sim- 
plement HBs) du virus de l'h€patite virale B et portant en outre au moins une sequence peptidique 6trang6re 
au polypeptide normalemenl cod6 par le gfene S du virus de I'h^patite B. L'invention conceme 6galement des 
ADNs recombinants etdes iign6es cellulaires eucaryotes ; de pr6f6rence d'origlne animale, capables d'excr6- 
ter dans leur milieu de culture des particules polypeptldiques du genre sus-indiqu6. 

On rappellera tout d'abord que le s6rum des porteurs chronlques du virus de I'h6patite B (HBV) conHent 
des enveloppes virales vides sous fonmes de particules ou filaments de 22 nm de diam§tre et parfois des virions 
complets infectieux, particules sphSrIques de 42 nm. 

Les enveloppes vides. une fois purifi6es ^ partir de s6rum de porteurs chroniques du virus, sont utilis^es 
pour la fabrication de vaccins centre I'h6patlte B. On sait qu'il est malntenant dgalement possible d'obtenir des 
particules de 22 nm en grande quantity, pard'autres proc6d6s. Les manipulations g6n6tiques du g6ne codant 
pour la prot6ine majeure des particules (G6ne S) ont pemiis leur production dans des IIgn6es cellulaires en 
culture (M.F. DUBOIS et al., (1980), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77, 4549-4553), dans des levures (P. VALEN- 
2UELA et al., (1982). Nature. 298, 347-350) ou par rintemi6diaire de virus recombinants (G.L. SMITH et al. 
(1983), Nature. 302, 490-495). Une m^thodologie pour produire ces particules comprend la transformation de 
cellules eucaryotes parun vecteurappropri6, contenantle g6ne S sous la dependence d'un promoteur efficace. 
la culture des cellules transform6es et la r6cup6ration des particules produites, soit ^ partir des cellules pr6a- 
lablement Iys6es, soit d partir du milieu de culture, lorsque les particules y ont excr6t6es par les Iign6es 
cellulaires utilisSes (notamment dans le cas de I'utillsation de cellules de singe, par example du type VERO). 

Le polypeptide majeur cod6 par le gkne S, entrant dans la constitution de ces particules. est constitu6 de 
226 acides amines et possfede un polds mol6culaire de 25.400 daltons. II a 6t6 monti^ 6galement que dans le 
polypeptide constitutif, certaines particules naturelles pouvaient 6galement 6tre constitu6es d'un polypeptide 
de poids mol6culaire plus 6Iev6, de I'ordre de 34.000 daltons, contenant la s6quence polypeptidique du susdit 
polypeptide majeur, ayant la m6me extr6mit6 C-tenminale que le polypeptide majeur et en outre une s6quence 
supplSmentaire de 55 acides amln6s en position N-terminale (STIBBE X. etGERLICH W.H,. (1983), J. Virology, 
46, 626-628) cod6e par la region pr6-S du g6nome de I'h^patite B. Cette sequence suppl6mentaire en position 
N-tenminale n'est apparemment pas tr6s stable dans les particules naturelles, et ne semble done pas jouer un 
rOle important dans la constitution et la cohesion des particules d'HBs. Celles-ci, on le salt, sont constitutes 
en aggrSgats organists, peu sensibles aux proteases, et Impllquantune centalne desdits polypeptides majeurs 
et d'autres constltuants, plus particulitrement llpldlques, Un proc6d6 permettant I'obtentlon de compositions 
contenant une proportion notable, pouvant atteindre 35% du total des polypeptides formts, de particules plus 
stables contenant ladite sequence suppl6mentaire a rtcemment ttt dtcrit (MICHEL. M.L et al., (1984), Proc. 
Nati. Acad. Scl. USA, 81^, 7708-7712). II met en oeuvre des llgntes cellulaires eucaryotes. plus parti'culitrement 
de cellules humaines ou animates en culture, transformtes au prtalable par des vecteurs. contenant une 
sequence d'ADN codant pour les regions S et pr6-S du gtnome du virus de I'htpatite virale B. plac6e t Pinttrieur 
de ce vecteur, sous le contr6le direct d'un promoteur exogtne dont est connue la capacitt de permettre I'lni- 
tiation efficace de la transcription des gfenes directementsous son contrflle dans les cellules eucaryotes. notam- 
ment humaines ou animales, auxquelles lesdRs vecteurs sont destines. On se reportera par exemple k I'artlcle 
de GAUBERT et Col.. (1979), Nature, vol. 281, p. 646-650. pour ce qui est de ladite sequence d'ADN. 

Lorsque les llgntes cellulaires utilistes sont orlginalres du singe, II est avantageux d'avoir recours d un 
promoteur issu du virus SV40. dont est connue la capacity de permettre IMnitiation efficace de la transcription 
de gfenes adjacents dans des cellules de singe. Avantageusement, ce promoteur correspond au promoteur 
"prtcoce" 'du virus SV40, lequel contrfile normalement Texpresslon de Pantigdne "petit V ("small T antigen") 
ettgalement de I'antlgtne "grand T" (large T antigen"). 

La variability naturslle de Textrtmitt N-terminale des polypeptides de I'enveloppe du virus de Thtpatite B 
a d6j^ donnt d penser que des fragments de prottlnes distincts de la susdile sequence suppltmentaire pou- 
vaient lul 6tre substituts et fusionnts avec le sus-dit polypeptide majeur. C'est ce qu'ont rtallst VALEN2UELA 
et al., qui ont obtenu dans des levures transtorm6es des particules fonm6es d partir de prot6lnes hybrldes 
consistant essentiellement en le susdit polypeptide majeur modifl6 h son extr6mit6 N-temninale par un poly- 
peptide suppl6mentalre comportant une centaine d'acides amines issus de la giycoprot6ine D du virus de THer- 
p6s. P. VALEN2UELA et al. rapportent que ces particules transfomfi6es 6taient capables d'induire des anticorps 
centre d la fois le virus de I'hdpatite B etie virus de I'Herpfts (P. VALENZUELAetal (1982), Nature, 347-350 
et P. VALENZUELA (1984) "In Proceedings of the Twelwtti International Conference on Yeast Genetics and 
Molecular Biology" (Travaux de la douzl&me Conference Intematlonale sur la Gdn^tique des levures et de la 
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biologie moiSculaire), Edimbourg, (1984), 16). 

La presents invention a pour but de fournir des particules polypeptldiques, ayant les propridt6s immuno- 
g^nes de base de Tantig^ne HBs et contenant en outre au moins une autre sequence peptidique, de pr^f^rence 
^alement immunog^ne, en d'autres tennes des particules pclypeptldiques susceptibles d'dtre utiiis^es pour 
5 la constitution de vacdns mixtes, ayant une stability optimum, i'autre sequence peptidique devant dtre pr^ente 
chaque fols que le polypeptide majeur, lui-m§me ou de pr6f6rence la gIycoprot6ine majeure elie-mSme de I'anti- 
g&ne HBs, se trouve 6tre synth6tisd, et ce sans que soitsensiblementaffect^e I'architecture particulaire carac- 
t§ristique des antig^nes d'enveloppe du virus de i'hSpatite B. 

Elle a encore pour but Tobtention de particules de ce type qui peuvent, le cas 6ch6ant, contenir en outre 
10 la s6quence supp[6mentaire normalement cod6e par la region pr6-S du g6nome du virus de i'h6patite B, d l'§tat 
intact. §tant cependant entendu que celle-d pourrait aussi Stre modlfi^e, par exemple selon les modailt^s envi- 
sag6es par VALENZUELA et ai. Mais la preservation du caract^e intact de ladite sequence suppl^mentaire 
reside dans rimmunog6nicit6 accrue qui peut en rdsulter pour les polypeptides modifies confonmes k i'inven- 
tion. 

IS Les particules selon I'lnvention qui contiennent une proportion suffisante des sequences d'amlnoacides 
caract^ristiques du polypeptide majeur de i'antiggne HBs, pour conserver d ces particules la structure carac- 
t^ristlque de Tantig^ne HBs, sont caract^rls^es par rincorporatlon d ce polypeptide majeur d'au moins une 
sequence d'amlnoacldes ^trangdre ^ ce polypeptide majeur, de preference eiles-mdmes porteuses d'un site 
Immunogfene, h I'interleur mSme de ce polypeptide majeur, notamment en I'une de ses regions hydrophiles nor- 

20 malement exposees e la surface exterleure desdites particules ou, en varlante, par la substitution de un ou 
plusieurs aminocldes appartenant e ces regions hydrophiles par ladite sequence etrangere d'aminoacldes. 

En particuiier la sequence etrangere d'amlnoacides est inserable dans Tune des regions s'etendant entre 
les acldes amines 32 e 74 ou entre les acides amines 110 d 1 56 du polypeptide majeur dont des formules gene- 
rales ont ete presentees dans I'artide de P. TIOLUViS et al. (1981) SCIENCE, vol. 213, pp. 406-41 1, fonmules 

25 qui sont rappeiees ci-apres : 



A 

^ 1 Hei eiu Asn lie Thr Scr Clf Phe Lsu Clf Pro Lett Leu V«] Leu CIn AU Sly ffm Phe 

21 Le« Leu Thr Arj lie Leu Thr f l« Pro CIn Scr Leu Aip Scr Trp Trp Thr Scr Leu Ann 

5er Pro Thr ^ 

k\ Phe Leu Cly Cly Thr Thr V«| Cyt Lew Cly Cln Ain Ser CIn Ser Pro Thr Ser |A>n Mti 

^ Thr Thr M« ' 

- — 1 

Pro Thr Ser Cy» Pro Pro Thr Cyi Pro Cly Tyr Ar^ Trp heC Cyi Leu Ar^ Ar9 Phe 

Thr 



Me lie Phc Leu Phe Me Leu Leu Leu Cys Leu lie Phe Leu Leu Val Leu Leu Asp Tyr 



Thr Pro. 
101 CIn Cly het Leu Pro V»l Cys Pro Leu Mc Pro Cly Ser Ser Thr Thr Ser Thr Gly Pro 

Ser Scr 
In Thr Pro Asn Phe 

121 Cyf Ar9 Thr Cy> hel Thr Thr AU On Cly Thr Ser het Tyr Pro Ser tyt Cyi Cly Thr 
45 Are Thr Pro lie Tyr 

Thr J , Al, 

1^1 Lys Pro Ser Asp Cly fAsn Cys Thr| Cyt Me Pro Mc Pro Ser Scr Trp AU Phe Cly Lfl 
Ser tly 
Tyr Val 
1(1 Phe Leu Irp Civ Trp AU Ser AU Arj Phe Ser Trp Lew Ser Leu Leu Vjl Pro Phe Vcl 
50 P^ AU 

* Thf AU 

181 CIn Trp Phc Vel Cly Lew Scr Pro Thr Vet Trp Leu Ser Vel lie Trp «ei hti Trp Tyr 

Mf Vil 
vel lie 

201 Trp CIr Pro Scr Leu Tyr Ser Me Lew Ser Pro Phe Leu Pro Leu Lev Pro lU Phe Pf^ 
65 Leu Leu 

221 Cyi Lev Trp Vcl Tyr lie 

AU 
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II est rappelS que la formule du peptide majeur est sujette d variations. En particulier les differences au 
niveau des acldes amines constitutlfs observes par VALENZUELA etal. (1980) "Animal Virus Genetics" (G6n6- 
tlque des virus d'anlmaux), B. FIELDS, R. JAENISCH, C.F. FOX, Ed : Academic Press, New York, p. 57, appa- 
ralssent aurdessus des llgnes princlpales de ladite fonmule, celles ot^ervdes par Pasek et al. Nature (London), 

5 282, 575 (1979), apparalssent au-dessous desdites llgnes princlpales. 

L'inventlon concerne done plus partlcull6rement des compositions utiles pour la fabrication de vacclns qui 
contiennent des particules polypeptidlques sensiblement sph^riques (ou qui est fonmSe par ces particules), au 
molns en ce qui concerne la plupart d'entre elles (sinon loutes), qui ont les propri6t6s immunog6nlques et Immu- 
nologiques caracl6rlstiques de Pantig^ne HBsAg, qui ont des tallies de 1 8 6 25 nm, notamment de 20 d 22 nm, 

10 et des densit6s permettant leur Isolement dans une zone de density de 1,20-1,22 g/ml dans un gradient de * 
density d base de CsCI, et un niveau de puretd totaie pour ce qui est de I'absence de toute partlcule de Dane 
et d'antig^ne HBe, y Indus HBc, ces particules dtant plus partlculi^rement caract^risies par la presence des- 
dites sequences 6trang6res dans les conditions sus-lndk)u^s. 

La tallle des sequences 6trang6res susceptibles d'Stre Ins6r6es d rint6rieur du polypeptide majeur, tel qu'II 

15 vient d'dtre d^fini, peut 6tre modlfl^e dans de grandes proportions. II est possible d'introduire des sequences 
d'amlnoacides pouvant comporter par exemple jusqu'd 100 aminoacldes, voire davantage. II est cependant 
avantageux que la sequence peptldlque StrangSre ait une tallle ne d^passant pas 16 aminoacldes, notamment 
de 5 d 16, par exemple de 6 d 13, surtout dans le cas oO elle est Ins^r^e dans le polypeptide majeur, sans 
suppression d'un nombre sensiblement equivalent des aminoacldes que celul-cl pouvait comprendre aupara- 

20 vant En effet. Tinvention penmet le r^sultat remarquable que constitue ia possibility de produire dans ceux des 
systdmes cellulalres qui le pemnettent, Texcr^tion des particules modlfiees conformes d I'lnventlon par les cel- 
lules concernees. lorsque cs!Ies-ci ont 6te transfonm6es au pr§alable par un vecteur appropri6 contenant une 
sequence d'ADN codant pour le polypeptide modlfl§ confomie d I'lnventlon. 

L'invention concerne naturellement 6galement les ADNs recombinants codant pour lesdits polypeptides 

25 modifies entrant dans la composition des particules sus-lndlqu6es. A cet ^ard, ces ADNs recombinants, et 
de prdfdrence des vecteure les contenant, qui contiennent une sequence d'ADN codant pour la region S et, le 
cas 6ch6ant, pr6-S du genome du virus de rh6patlte virale B, sont caract6rls6s en ce que ladite s6quence 
d'ADN est localement modifl6e par au moins une sequence nucI6otIdIque codant pour la susdite s6quence 
6trang6re, en une au molns de celles des zones de la region S correspondent aux regions hydrophiles du poly- 

30 peptide majeur susdit, et en ce que la region S et, le cas 6ch6ant, la r^lon pr^-S, sont ^ I'lnt^rleur de TADN 
recombinant, plac6 sous le contrdle direct d'un promoteur exogdne dont est connue la capacity de penmettre 
rinltiation efficace de la transcription des g6nes directement sous son contrdle dans les cellules eucaryotes, 
notamment humaines ou animales, ou encore aux levures auxquelles lesdits vecteurs sont destines. 

Le promoteur exog6ne mis en oeuvre est distinct ou stranger vis-d-vis du promoteur "endog^ne", norma- 

36 lement associ^ aux g^nes S et pr§-S dans le gdnome du virus de ThSpatlte B. Lorsque ces cellules sont ori- 
glnalres du singe, 11 est avantageux d'avoir recours d I'un des promoteurs Issus du virus SV40, qui ont 
rappel^s plus haut. 

L'invention ne se llmite cependant pas h rutillsation de ce promoteur particulier, bien que celul-ci donne 
des r6sultats particuliSrement favorables, eu Sgard d la production par les cellules transfomrt^es de polypep- 

40 tides hybrides conformes d l'invention, caract^ristiques de I'antig^ne HBs et d'un r^cepteur de la pHSA, et d 
leur excretion dans le milieu de culture utilise. On peut ^galement avoir recours par exemple au promoteur tardif 
de SV40 (qui conlrfile Texpression des prot6Ines VP1 , VP2 et VP3). On peut se reporter 6 la carte de restriction 
du virus SV40 (J. T002E. Ed. DNA Tumor Viruses, Cold Spring Harbor Uboratory, Cold Spring Harbor, N.Y„ 
1980, chaps. 2-5), pour apprdcler les positions relatives de ces promoteurs et des g^nes codant pour les dlf- 

45 f^rents antig^nes qui leur sont associds 

II va de sol que Ton peut substituer aux promoteurs de SV40 tout autre type de promoteur connu comme 
poss6dant ou dont pourrait §tre d^couverte la capacity de promouvoir la transcription dans les lign§es cellu- 
laires mises en oeuvre desdites sequences codant pour les susdites r§gions S et, le cas ^ch6ant, pr^, 6hs 
lors qu'elles seralent plac^es sous leur contrdle, avec pour rdsultat I'lncorporation de ces sequences avec ce $ 

60 promoteur dans le g6nome des cellules r6ceptrices et/ou la capacity conf§r6e aux cellules r^ceptrices alnsl 
transform6es de syntti6tiser et d'excr6ter des quantit6s substantielles du polypeptide hybride selon i'lnventlon, 
la capacity ainsi acquise 6tant ensuite transmissible aux generations successives Issues de ces cellules. i. 

Les dites iignSes transfomi^es seront dites "stables" lorsque le carectdre acquis par les lign^es cellulalres 
selon l'invention de synth6tiser les susdits polypeptides se transmet d'une generation de cellules k I'autre. sur 

55 au molns 10 generations. 

A titre d'autres promoteurs susceptibles d'etre utilises, on mentionnera par exemple le promoteur precoce 
du polyome ou des promoteurs LTR de differents retrovirus ou encore le promoteur EA de Tadenovirus, afnsi 
que de promoteurs efflcaces de genes d'origlne cellulalre. 
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Comme il est blen connu, les prx)moteurs pr6Iev6s sur les g6nomes des viais dont ils sont originaires sont 
de pr§f6rence accompagn6s des "s6quences" activatrlces qui normalement les pr6c6dent (par rapport au sens 
de la transcription des sequences g^nlques normalement placdes sous leur contr^le). A titre d'exemple de 
sequences actfvatrices, on peut se r^^er k ('article de Science, 1983, vol. 219, pages 626 k 631, et Nature, 
1982. vol. 295. pages 568 k 572. 

Avantageusement, lalsusdite sequence rfADN codant pour les susdites r6gions pr6-S et S est plac^e, 
imm6diatement derri6re un fragment d'ADN constltu6 par le promoteur et la sequence activatrice permettant 
la transcription normale de la sequence pr6-S ou S. Le susdit fragment comprend notamment de 300 k 400 
palres de bases selon le type de promoteur et de sequences activatrlces utidsSes. 

L'Invention concerne encore les ItgnSes cellulalres transfonn6es par des vecteurs tels qu'lls ont ^t6 d6fints 
d-dessus et qui sont aptes k excr6ter dans leur mflieu de culture les particules lmmunog6nes Sgalement d6n- 
nies cl-dessus. 

Des lignSes pr6f6r6es selon Hnventlon sont fomn6es de cellules de mammff^res, notamment de cellules 
CHO ou VERO 

L'inventlon concerne encore un proc6d6 de production de telles lign^es cellulalres susceptibles d'fitre 
malntenues en culture, ce proc6d6 comportant la transfonmation de oes lign^es avec un vecteur tel que d6flni 
cl-dessus et I'lsolement de celles des cultures qui expriment les sequences codant pour la prot6ine hybride de 
invention. Des caract^ristiques suppl^mentalres de l'inventlon apparallront encore au cours de la description 
qui suit d'exemples de constructions qui Olustrent le princIpe de base de l'inventlon. II sera dans ce qui suit fait 
rdf^rence au dessin dans lequel : 

- la figure 1 reprteente la stmcture sch^matique du plasmide PLAS utHisS dans les constructions selon 
rinvention, 

- la figure 2 repr^sente la structure sch6matique du plasmide pPAP d6riv6 du plAS et comportant en plus 
de ce dernier un fragment d'ADN synth^tique codant pour une sequence d'onze animo-acides de la pro- 
t^lne VP1 du poiiovlrus type 1 (souche Mahoney). 

- Construction des plasmldes transfect6s : 

Le plasmide pl^S - Ce plasmide comprend (figure 1) : 

- la partie codante du gkne S (P. Charnay et al. 1979) avec son site naturel de polyaddnyiatlon (fragment 
Slul (43) Bglll (1984)) dont le site BamHI (1400) est supprim6 par r6paralion par I'enzyme de Wenow ; 

- ce Qkne sans promoteur est mis sous la dependence du promoteur pr6coce du virus SV40 (fragment du 
virus SV40 compris entre le site Pvull (250) - et le site HIndlll (5164) ; 

- le grand fragment BamHI (375)-Sall (650) du pML2 (Luslcy, M. and Botchan, M. 1981), 

Le fragment du g^ne S a dt6 Ilgatur6, au niveau de son extr6mit6 Bglll k I'extr6mit6 BamHI du plasmide 
pML2 (les extr6mlt6s Bglll et BamHI ^tant mutuellement compatibles). Le fragment de g^ne S a par contra ktk 
modmk au niveau de son extrdmit^ StuI par une sequence de liaison nud^otidique (linker) obtenue par 
synthase chlmlque et contenant un site Hind III, pour r^aliser une ligation avec rexfr6mlt6 Hind III, du fragment 
de virus SV40 contenant le promoteur susdit. Enfin, I'exfr6mit6 Sail du fragment Issu du plasmide pML2 avait 
6t6 r6par6e avant sa ligation avec rextr6mit6 Pvull (extr6mit6 franche) du fragment de virus SV40. 

Les plasmldes pLASi, pLASii . 

Ces deux plasmides sont d6riv6s du plasmide pLAS d6crit ci-dessus par infroductlon au site unique BamHI 
(488) d'un ou deux fragments BamHI, d'ADN de 24 paires de bases d6rlv6s du pSKS104 (Shapiro et al. 1983). 
Ce fragment de 24 nucleotides codant pour 8 ackies amines dont I'lnsertlon dans le gkne S ne modifie pas la 
phase de lecture, porte un site de coupure pour les enzymes de restrictton Pstl, et deux sites pour les enzymes 
Hind II (Sail, AccI). 

EXEMPLE I. 

Qbtentlon des Ilgn6es cellulalres de souris produlsant la prot6ine HBs apr&s transfectlon puis selection des 
clones producteurs. 

Des cellules LMTK- (clone 1 D ; cellules de souris d6rlv6es du clone L929 ddficientes en thymidine kinase, 
poussant dans le mliieu Eagle modlfI6 par Dulbecco (milieu DMEM), supplements par 10% de s6rum de veau 
etde glutamlne 4mM) ont ete cotransfectees (techniques de Graham et Van der Eb, 1973, modIfi6es par Wigler 
et al, 1979) par de I'ADN d'un des trois vecteurs (pLAS, pLAS,. pLAS,,) et par I'ADN du plasmide pW portent 
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le g6ne de l*amlnogIycoslde-3'-phosphotransf6rase APH3' resistant d la n6omycine (Colbfere-Garapin et ah 
1981 ). Les cellules transfect^es exprimant {'enzyme APH3' sont s^lectionndes en presence de 400 microgranv 
mes/mllinitre d'amlnoglycoside G418 (Colbdre-Garapin et al. 1981). Les clones Issus de cette selection sont 
alors testes pour la production de la prot6lne HBs. Ainsi S.IO^ cellules LMTK- ont 6t6 cotransfect6es par 10 
6 microgrammes d'ADN du premier plasmlde et par 2 microgrammes d*ADN du plasmide pW. Quatre jours apr6s 
la transfectlon, le milieu G418 s^lectlf 6talt appliqud. 

Les clones viables apparalssant sont Isolds, mis en culture et testes quant d ieur capacity de production 
de Tantigdne HBs dans le milieu. 

La pr6sence d*HBsAg est d6tect6e d I'alde des tests radlolmmunologlques AUSRIA II (Abbott Laborato- 
10 ries). Pamii les clones cellulaires donnant une r6ponse positive, trois clones (LAS. LASI, LASII) conrespondani 
aux plasmldes pLAS. pLASI, pLASII sont sdlectionnds pour dtre caractdris^. 

Caract^risation des particules d6tect6es dans le milieu des clones cellulaires. 

IS Les clones amends k confluence, le milieu nutritif des cellules est changd et mis k accumuler pendant 48 
heures. Le sumageant est ensuite clarifid h 2000 rpm et centrifugd pour sddimenter les particules (Smith et al. 
1983). Le culot est reprls dans du tampon, d6pos6 sur un gradient de CsO. centrifugd. collectd et les fractions 
sont testdes en R.I.A. (Morlarty et al. 1981). L'activltd HBsAg des protdlnes modifides et non modifides se 
retrouve concentrde en un seul pic comprls entre les densitds 1,18 et 1,24 g/cm^, density similalre aux partl- 

20 cules purifides du sdrum (Pillot et al. 1984). Un allquote est alors ddposd sur un gradient de sucrose (Morlarty 
et al. 1981). Aprds collecte des fractions, I'actlvitd HBsAg sddimente en un seul pic de coefficient de sedimen- 
tation apparemment identique entre les trois types de polypeptides. 

Caractdrlsatlon des s6quences du gdne S Int6gr6es dans le g6nome des clones cellulaires LAS, LASI. 



L'ADN cellulaire des clones LAS, LASI, LASII est pr6par6 par la mdthode de Gross-Bellard et al. (1973) 
et dig6r6 par les enzymes de restriction Hindlll et Pstl. Aprfes diectrophorfese sur gel d'agarose, les ADN sont 
transf6r6s sur une feullle de nitrocellulose (Southern 1975) qui est hybrldde avec une sonde radioactive fabri- 
30 qude k partir d'un fragment d'ADN contenant le gdne S selon la mdthode de translation de coupure (RIgby et 
al. 1977). 

Aprds autoradlographle des rdpliques sur nitrocellulose, on met en Evidence qu'un ou plusieurs gdnes ont 
6t6 Int6gr6s dans les trois clones. De plus, un site Pstl exists uniquement au niveau du gdne S modlfid des 
clones cellulaires LASI et LASII. Ce site Pstl n'existe pas dans la sequence naturelle du gkne S utillsd (P. Char- 
as nay et al. 1979) mals bien dans les fragments d'ADN strangers Insdrds dans les plasmldes pLASI et pLASlI 
utilises. 

Immunoprdclpitatlon par un sdrum antl-HBsAg des protdines excr6t6es par les clones LAS, LASI et LASII. 

40 Les clones cellulaires k confluence sont marquds avec de la methionine ps] pendant 48 heures et les 
sumageants immunopr6clpit§s par des anticorps de lapin antl-HBsAg (Behring) puis par de la prot6ine A 
S6pharose (Phanmacla) en presence de NP40 0,5%. Aprds lavage, les lmmunopr6clplt6s sont d6pos6s sur un 
gel de polyacrylamide 1 5% d'aprds la technique ddcrlte par Laemmli (1970) en presence de marqueurs de poids 
moldculalres (Phanmacia). Les gels traitds et sdchds sont alors exposes en autoradlographle. 

45 Deux bandes majeures apparalssant pour chaque sumageant. Leur polds moldculaire est respectivement 
de 23000 et 27000 pour le clone LAS, 24750 et 28500 pour le clone LASI, 26000 et 29000 pour le clone LASII. 

Le plasmlde pLAS se r6v6Ie efficace pour promouvolr I'expression d'HBsAg dans les cellules L De plus, 
le plasmide pLASI porte des sites de restriction suppldmentaires dans la region codante du gdne S, ce qui peut 
foclllter I'Introduction de sequences nouvelles. 

so Le fait de pouvoir ddtecter en R.I.A. des structures semblables aux particules d'HBsAg dans les suma- 
geants cellulaires nous penmet de dire que les structures Induites par les plasmldes pLASI et pLASlI conser- 
vent, au moins, une antlg6nlcit6 partiellementsimllaire k celle des particules de s6rum humain. L'insertlon des 
8 ou 1 6 acldes aminds utilises n'emp6che pas Texcretion des protdlnes d'HBsAg modtfiees du cytoplasme vers 
le milieu extdrieur des cellules L. Le choix du site BamHl pour effectuer des Insertions dans le gkne S se rkwkle 

65 judicieux. En effet, il conrespond au d6but de la r6gion hydrophlle majeure de la protdlne (P. Tlollals et coll. 
1981) etrespecte le fait que les sequences hydrophobes doiventetre au contact de la membrane lipldique des 
particules. Le domalne intermembranalre d'H BsAg responsable de la structure des particules de 22 nm ne subit 
vraisembiablement que des transitions confonmationnelles mineures. 
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Les analyses sur gradient de chloaire de c6slum et de sucrose des sumageants des clones cellulaires ne 
permettent pas, dans les llmites exp6rlmentales employees, de mettre en Evidence des diff6rences entre les 
structures modifi^es et non modifi^es. 

- Lanalyse des ADN cellulaires montre que les g§nes S int^rSs portent toujours les modifications appor- 
5 t^es sur les plasmldes utilises. 

- Les prot6ines misesi en Evidence apr6s [mmunopr^cipltatlon montrent des differences de poids mol^cu- 
laires attendues. Cependant, le poids moi^culaire mesurd des protdines modifiSes paralt sup^rleur au 
poids mol6cula!re rdel (le poids moltojiaire d'un fragment de 8aa est en effet de 957). D'autre part, les 
modifications permettent toujours la glycosylation partielle de la prot6ine HBsAg. Les deux bandes appa- 

10 ralssant en gel de polyacrylamlde sont caract6ristlques d'un polypeptide glycosyl§ et non glycosyl6. Le 
r6sidu le plus susceptible d*etre glycosyl6, I'Asparagine 146 (Machida et coll. 1983) intervlent dans la 
sequence participant au d6temiinant antig^nique majeur a (Pillot et coll. 1984). La conformation de cette 
partie de la prot6ine doit done dtre relativement similaire dans les prot^ines modlfides ou natives. 



IS EXEI^PLE II 



Production de particules portant Tantlg^ne de surface de Th^patite B modifi^es par I'insertion de sequences 
de la toxine dipht6rique. 

20 L'ADN du plasmlde pTD134 contenant le g6ne de la toxine dipht6rique (M. Kaczorek et coll., 1983) est 
coup6 par Tenzyme Haelll, trait6 par la nuclease BAL31 puis IIgu6, en presence de T4 DNA ligase avec des 
adaptatBurs BamHL Aprfes coupure avec I'enzyme BamHI, les fragments sont mis ^ llguer avec I'ADN du plas- 
mlde pSKSIOS (Shapiro et coll., 1983) coup6 par la m6me enzyme. Get ADN est alors utilise pour transfomier 
une souche d'E. coli. Les colonies sont transferees et lys^es sur des feullles de nitrocellulose. Ces derni6res 

25 sont mises k hybrlder avec une sonde radioactive fabriqu6e par translation de coupure k partir d'un fragment 
purifie sur gel d'acrylamide aprfes digestion du plasmlde pTD134 par rendonucl6ase Haelll (fragment Haelll 
597-HaeIlI 746). Les plasmldes des colonies hybridant avec cette sonde ont6t§ partiellement sequences grdce 
A la methode de Maxam et Gilbert (Maxam et coll., 1980). Un d'entre eux. contenant I'insertion d'un fragment 
BamHI-BamHIcodant pour les acrdes amines 201 -231 du gine de la toxine dlpht6rlque (Kaczorek etcoll., 1983) 

30 a ete s6lectIonn6. Ce finagment a ensuite ete reintroduit dans le site BamHI du plasmlde pLAS. 

Le nouveau plasmlde pTAS a ete purlfie et transfecte dans des cellules L de souris. Aprds selection des 
clones cellulaires resistant au G418, selon la m6thode decrite au premier paragraphe de I'exemple I, la pre- 
sence d'HBsAg est testee dans les sumageants. Sur 20 clones examines, aucun n'est positrf. 

Les cellules de 10 clones sont trypsinees, lavees 2 fols au P.B.S. et lysees par 3 cycles de congeiatlon- 

35 decongeiation dans 250 ^1 de Tris 10 mM pH 7.4. EDTA 1 mM. Le lysat est clarlfie k 2000 rpm et teste. Tous 
les lysats des clones' contenaient de I'HBsAg. 

Un done a ete lyse dans les mimes conditions. Des aliquotes ont ete deposes sur des gradients de chlo- 
rure de cesium ou de sucrose en paralieie avec des particules d'HBsAg purrfiees d partir de serum humain 
(i.P.P.) et un lysat de clone transfecte par le plasmlde pLAS produlsant des particules non modlfiees. Aucune 

40 difference n*a pu etre detectee entre les particules du serum humain et les signaux d'HBsAg des lysats etudies. 
Cela tendralt e prouver que. mime non excretees, les proteines modlfiees sont, aprfes lyse des cellules, dans 
une conformation relath^ement similaire e celles des particules "naturelies". Uinsertlon au niveau du site BamHI 
(aa112-1 13) de I'HBsAg de 32 acides amines codanl pour une partie de la toxine diphterique ne permet plus 
I'excretion de la proteine lorsqu'elle est traduite dans des cellules L Cest ce que montrent les experiences 

46 avec le plasmlde pTAS. Cependant, le fait de retrouver la proteine modlfiee sous forme de particules non excre- 
tees pemfiet de penser qu'II est possible de modifier I'HBsAg et de Texprlmer dans un systems non excreteur 
(la levure par exemple). La persistence de structures particulaires confere une grande stablllte d la proteine, 
ce qui facilite sa purification. 

so EXEMPLE III . 

Production de particules portant I'antlg6ne de surface de I'hepatite B modifiees par I'insertion de sequences 
du virus polio. , " 



Les 2 brins d'un fragment d'ADN de 47 paires de bases codant pour 1 1 acides amines de la proteine VPI 
du pollovlrus type I. (acides amines 93 e 1 03) et pour 2 sites reconnus par I'enzyme BamHI ont ete synth6tlses 
par vole chimlque grace d un synthetiseur automatique (Applied Blosystem). Les 2 brins ont ete purifies sepa- 
r6ment sur un gel denaturant de polyacrylamlde, puis hybrld6s, Le fragment a ete coupe par I'endonudease 
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BamHI et ins6r6 au site BamHI du plasmlde pLAS. Le nouveau plasmide pPAP (figure 2) a 6t6 s6quenc6 par- 
tlellement (Maxam et Gilbert, 1980), ampllfl^ et Introdult dans des cellules L selon la m^thode pr^cedemment 
d toite dans le premier paragraphe de I'exemple I. Les clones resistant au G41 8 ont 6t6 Isolds, leur sumageant 
tests pour la pr6sence d'HBsAg ; 14 clones sur 20 ont 6t6 trouv6s positlfs. 
5 Pour la purification des particules de 22 nm, les clones cellulaires ont 6t6 mis en culture dans le DMEM, 

et aprSs huit Jours, les surnageants cellulaires ont 6t6 clarifies et 45%. d'une solution de sulfate d'ammonlum 
k pH 7,5 ont 6t6 additlonnSs. 

Le pr§clplt6 a M collects par centrifugatlon et les granules obtenus ont 6t§ dissous dans 10 mM de Iris 
HCI. pH 7.5. 150 mM de NACI, 1 mM d'EDTA (TNE), et dyalis6s centre le m§me tampon. 
10 Du CsCL. 0,3 mg/ml. a 6t6 addltionn6, suivi d'une centrifugatlon a 4'C pendant 72 heures a 40 krpm dans 
un rotor beckman 60 XL 

Des fractions d'1 ml ont 6t6 collectSes aprSs centrifugatlon. et I'HBsAg a 6t6 test§ par RIA. 

Les fractions contenant I'HBsAG ont 6t6 regroup6es et recentrifugSes dans le Csa d 4*^0 pendant 48 heu- 
res d 47 krpm dans un rotor Beckman 50 Ti. 
15 Des fractions de 0,33 ml ont StS rdcoltSes k partir du sumageant et la presence d'HBsAg a 6t6 testae encore 
une fois. 

Les firactions correspondantes au pic d'activlt6 HBsAg ont 6t6 regroup6es et dialys6es centre le TNE, et 
THBsAg a 6t6 pr6cipit6 par centrifugation pendant 24 heures k 28 krpm dans un rotor SW41. 

Le prScipitS a 6t6 remis en suspension dans 0.5 ml de TNE et placS dans un gradient de saccharose linSalre 
20 10-30% (W/W) dans le TNE avec 0,5 ml de saccharose d 66%. 

Apr68 centrifugation pendant 4,5 heures d 35 krpm et 4*C dans un rotor SW41, des fractions de 0.33 ml 
ont StS coIlectSes k pardr du sumageant 

Les fractions correspondent au pic d'activitS l-IBsAg ont 6td regroup6es et dialysSes centre le TNE. Les 
particules d'en veloppe purifiSes ont §t6 analyses par 6lectrophordse sur gel SDS-polyacrylamlde suivie d'une 
25 coloration d I'argenL 

La concentration en protSine a M ddtemiinie par la mSthode BioRad. 

Les particules purffl6es d partir de milieux de culture de dones cellulaires (PAP, LAS) transfect6es par 
pPAP ou pLAS respectivement ont environ la m§me density dans CsCI. Elles ne difffererent pas slgnlflcatlve- 
ment des particules HBsAg humaines, selon les essals de sedimentation dans la saccharose, mats semblent 
30 poss^der des diamdtres plus variables. 

Les polypeptides HBsAg et HBsPoIioAg immuno-pr6ciplt6s par un anti-s6rum anti-HBsAg obtenu k partir 
de particules l-AS et PAP respectivement, sent presents sous forme gycosyl6e et non glycosyl6e. 

La difference d'1 .5 kDa entre les poids mol6culalres apparents de I'HBsAg et de I'HBsPolloAg correspond 
au poids moieculaire de la sequence inserSe. 
35 Les rSsultats demontrent que Tinsertion n'empfeche nl les interactions sp6cifiques entre prot6ines et lipides 
n6cessalres pour I'assemblage des particules d'enveloppe, nl la glycosylation et la s6cr6tion des particules par 
les cellules des milieux de cultures. 

Dans le but d'etablir si la sequence de poliovirus msMe est bien expos6e ^ la surface des particules et 
d'examlner si des changements de conformation ont 6t6 Induits. des etudes de senslbilite k la protease des 
40 particules HBsAg et HBsPolioAg ont 6t6 r6alis6es. 

Des clones cellulaires (LAS, PAP) ont ete mis en culture k confluence, laves deux fols avecdu DMEM sans 
methionine et ont ete incubes pendant deux heures dans le mSme milieu auquel a ete additionne 4 mM de 
glutamine et 1% de serum de veau. 

L'Incubation est prolongee de 24 heures dans un milieu frals contenant 2.10« cellules et 100 (iCi/ml de 26S- 
45 Met (1 00 Ci/mmole ; Amersham). 

Apres 6 heures d'incubation en presence de 30 ^g/ml de Met non marquee, les particules d'enveloppe ont 
ete partiellement purifiees e partir de sumageant du milieu de culture en le centrifugeant pendant 24 heures k 
28 krpm et 4*C (rotor SW41), suivi d'une centrifugation k travers un gradient de CsCI (1,1-1,6 g/cm3)pendant 
24 heures a 35 krpm et 4**C. > 
so Des fractions de 0,5 ml ont ete collect6es et des fractions du pic ont ete dialysees contre le pbs. Des aliquots 

de 100 \i\ ont ete melanges avec 50 jil de trypsine (300 jig/ml, Worthington) dans du PBS avec ou sans 3% 
de p-mercaptoethanol et incubees pendant 2 heures k 37*C. Puis addition de 50 pi, d'une solution k 300 jig/ml ^ 
dans le PBS, d'inhiblteur de la trypsine de soja (Worthington). Le volume a ete augmente de 400 nl avec du 
PBS et additionne de 1% d'albumine de serum de boeuf. 1% de desoxycholate de sodium, 0,1% de SDS, et 
55 rimmuno-piecipitatlon a ete obtenue apres une nult k 4°C en presence d'antlsemm de lapln dlrige contre les 
particules d'HBsAg humaines (Behring) k une dilution d'1 : 100. Puis addition de 50 ^1 de Sepharose-proteine 
A remise en suspension dans 1 volume de 25 mM de Trls-HQ pH 7,2, 2,5 mM d'EDTA et 2mM de PMSF 

Apres une heure d'agilation douce k 4«C, la Sepharose a ete lavee 3 fois avec 10 mM de tris-Ha, pH 7,2, 
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150 mM de NaCi, 1% de triton X-100. 0,1% de SDS. 1% de sodium de desoxycholate et 2 fois avec 125 mM 
deTrls-Hcl,pH 6.8. 

Enfin, les protdlnes ont M Eludes en felsant bouilHr la s^pharose dans 40 ^1 d'une solution tampon pour 
Slectrophon&se sur gel. 

L'6lectrophor^se sur gel de 15% de polyacrylamlde a rSalls^e selon la mSthode de Laemll. 

Apr6s traftement parfluorographie. le gel a 6t6 s6ch6 et expos6 k un film Kodak XAR-5 ^ -70*C 

On constate ainsi que les particules d'HBsAg sont trte r^slstantes d la trypsins dans des conditions non 
r^uctrlces alors que I'HBsPolIoAg est oompl^tement cllv6 d un site unique (ou plusleufs sites proches) en pro- 
dulsant des polypeptides de poids mol6cuIaires apparents de 17.4 et 14.3 l<Da. 

Les tallies des fragments sont compatibles avec le dtvage de la sequence Ins^r^e. 

En pr6sence d'un agent r6ducteur. I'HBsAg est div6 exclusivement au niveau de rArg-122 (Peterson, D.L), 
en g6n6rant des fragments de 16,6 et 13,2 IcDa alors que I'HBsPolIoAg est div6 en deux fragments de 17,4 et 
13.2 kDa. 

Cecl Indlque que le fragment de 14.3 kDaobtenu dans des conditions non riductrlces d partir d*HBsPolloAg 
contlent Arg 122 et est plus long de 10-12 ami no-acid es au niveau N-termlnal que le fragment de 13,2 kDa, et 
confinme que le divage de particules d'HBsPolioAg dans des conditions non r6duclrices s'est prodult au niveau 
d'un ou des r§sidus lys de la sequence ins6r6e (figure 2). 

Ces rdsultats dSmontrent que la sequence peptidique ins6r§e est facllement accesible aux proteases, 
c'est-^lre qu'elle est expos6e i la surface des particules hybrides d'enveloppe. Chez le virus polio du type 
1 (Mahoney), la s6quence peptidique conespondante a une structure moins expos6e qui rend le r6sidu lys inac- 
cessible d la trypslne dans des conditions r§ductrices (Pricks et al). 

Les autres sites de divage potentlels dans les particules hybrides d'HBsPolIoAg sont inaccesslbles pour 
la trypslne Indlquant ainsI que ces parties de la molecule d'HBsAg reste dans une organisation tr^s sfructur6e. 

Quelques changements confomnatlonnels toutefols peuvent avoir lieu dans la region antlg6nlque majeure 
HBs. 

Ceci a 6t6 indiqu^ par la reduction (environ 20 fbis) de la liaison d'antlcorps antl-HBsAg aux particules 
d'HBsAg d^tenmln^e par radlolmmunologie, en utliisant des particules d'HBsAg comme r6fi§rence et determi- 
nation des prot^Ines par coloration k I'argent aprSs SDS-PAGE. 

Des experiences d'lmmunopr6cipitation d'HBsAg et d'HBsPolioAg par dlff6rents s6rums Indiquent que les 
deux particules r§agissent avec des anticorps anti-HBsAg. et que les particules d'HBsPolioAg sont sp6cifique- 
ment Immunopr6cIpit6es par les anticorps monoclonaux C3 neutrallsant le poliovirus. et par deux antiserums 
differents centre des oligopeptides synthetlques qui contlennent la sequence Inseree. 

Afin d'evaluer les proprietis Immunog^niques des particules hybrides. des sourls ont ete Immunls^es avec 
HBsAg ou HBsPoIloAg (Tableau 1 ). des asdtes ont 6t6 cr66es Intrap6riton6alement au moyen de cellules tumo- 
rig6nes ne produlsant pas d'anticorps afin d'obtenlr un fluide ascitique immunologlquement similaire au serum 
de sourls (Anacker et al). 

La vaccination avec HBsAg conduit e un haut titre en anticorps reagissant avec des particules humaines 
d'HBsAg (souris n® 1). 

Toutefols. les souris immunis6es avec THBsPolioAg r6pondent seulement faiblement aux antigenes HBs 
(souris n"" 2 et 4. tableau lb). 

Ceci est en accord avec I'observatton du fait que les determinants antigeniques HBs sont partiellement 
distordus dans les particules hybrkJes. 

La sequence Inseree de poliovirus VP1 , d'autre part, etalt Immunologlquement adive el Induit. chez toutes 
les souris, des anticorps reconnaissant les peptides synthetlques porteurs de cette sequence (tableau Ic) alnsi 
que la proteine VP1 entiere du pollvlorus type 1 (Western blot). De plus, les antiserums obtenus possedent 
une efficadte specifique pour les virus Infectieux alnsi que pour ceux denatures par la chaleur comme Tindi- 
quent les experiences d'immunoprecipitation du tableau Id. Plus encore, tous les antiserums possedent un 
tltre significatif en anticorps neutrallsant les poliovirus (tableau le). 

Des resultats preilmlnalres ont montr6 que les particules d'HBsAg sont egalement immunogenlques chez 
les laplns : apres Injection de deux doses d'HBspolloAg (10-40 ^g chacune) 3 animaux sur 4 possedent des 
anticorps immunopredpltant avec les polbvirions Infectieux. 

Le potentlel que poss6dent les particules HBsPolioAg d'entraTner I'apparition d'antlcorps neutrallsant 
reconnaissant un epitope rare commun aux pollovlrlons Infectieux et denatures par la chaleur (Emlni et al) mon- 
tre que I'activite de la liaison aux anticorps et d'lmmunogenlcite de la sequence aminoaclde correspondante 
est exprimee au moins en partie k la surface des particules d'enveloppe HBV. 

Cette courte sequence forme un pic sur la capside du poriovirus (Hogle et al) et peut par consequent avoir 
une structure autonome. 

Dans les particules d'HBsPolioAg, les sequences avoislnantes de I'HBsAg pourraient en plus maintenir la 
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stability ou la flexibility de la sequence de pollovirus Ins6r6. 

5 

10 

IS 

20 

25 
30 
35 
40 
45 
SO 



10 



EP201 416 



Page 11 of 19 




EP0 201 416 B1 



r- 

> 

n 
m 

PB 

o 



10 



IS 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 











zg 




0» 


u 


CO 


T 


•r 




C 


c 


O 














0 


o 


o 


> 


> 


> 


oc 






o 








O 








o 



Gr. 
> 
3S 



iX3 



00 
VO 



cs 



C/5 

o 
c: 

75 







> 








o 














C 






c* 


b 


re 



















1 *^ 






00 


1 or 






CO 






c: 


> 
















50 




CO 




TO 




-< 




O 








O 




H 




z: 


1 


X 




z 


1 o 


PJ 


H 


> 




H 








•— < 


D 


CO 




O 


Pd 


CO 




c 




> 




P3 












r> 








PI 











I > 




z 


< 


i Z 


1 D 




^ 




S 


i — : 






TO 


1 c: 






n 


HH 


1 z 


1 < 




H 


O 


t o 


1 




»-» 


z. 


1 


1 --a 






in 


1 50 


1 




c 




1 W 


1 


' — s 


>«: 




1 O 


1 > 


CL 






1 M 


z 








t »1C 






o 


< 


1 1-^ 










1 H 






z 




> 1 


o 








-3 1 








o 


1 


— i 






z 


O 1 


o 




PC 




Z I 


< 








1 






CO 


1 


^ I 








1 


1 


cz 






1 


^ 1 
1 


CO 








1 








Z 










w 










c 










^ H 


-3 








PO 






rD 




o > 












9d 








• 


W 








N9 cn 







> 
> 



55 



11 



EP 0 201 416 B1 



Les etudes des propri6t6s Immunog^nlques de I'HBsAg et de I'HBsPolloAg. correspondant aux r^sultats 
pr6c6deniinent comment6s du tableau I, ont 6t6 r^alisdes de la manI6re sulvante : 

a) Des souris Balb/C de 8 semaines ont 6t§ lmmunis§es avec solt 2 \iq d'HBsAg (n' 1), solt 30 ^g d'HBsPo- 
lioAg (n° 2-4), purifl6s comma II Ta 6t6 pr6c6demment d6crit, par injection intrap6riton6ale en association 
avec une Emulsion d 50% d'adjuvant complet de Freund, renouvel6e deux semaines plus tard avec de 
Tadjuvant Incomplet de Freund. 

Apr6s trois semaines, des cellules de my6lome de souris sp2rt)-Ag14 (Coulllin et al) ont 6td inject6es, suM 
par une injection de rappel sans adjuvant. 

l-a souris n° 5 a 6t6 trait6e sans antig^ne, Les fluides ascitlques ont 6t6 collect^s apr6s deux semaines et 
ont 6t6 analyses suivant les proc6d6s qui sulvent. 

b) Les titres en anti-HBsAg ont 6t6 d6tenmin6s par fe test radioimmunologique AU5AB (Abott) et sont expri- 
m^s en unites Internationales (I.U.) 

c) La liaison au peptide correspondant aux aminoacides 93-104 des poliovirus VP1 a 6t6 d6termin6 par la 
m6thode ELISA (Voller et al). 

Les puits ont 6t6 enduits avec ce peptide (0,5 jig dans le PBS) pendant une nuit. et les sites lnoccup6s 
ont 6t6 bloqu6s avec du BSA (1% dans le PBS contenant 0,05% de tween-20). 
Aprds lavages r6p6t6s avec du Tween-20 0,05% dans le PBS, les fluides ascitlques ont 6t6 addltlonn6s 
d une dilution de 1 : 80 dans du PBS contenant 1 % de BSA et 0,05% de Tween-20 et ont 6t6 Incub6s pen- 
dant 2 heures d 37**C. 

Les puits ont ^t6 Iav6s, et des anticorps IgG anti-souris de ch^vre (cappell) marquds k la peroxydase et 
dilu6s au 1/1000 ont M addltionnds. 

Apres lavage, addition d'o-phenyl6nediamine (Merck: 0,5 ^ig/ml) dans 50 mM de tampon 
citrate/phosphate, pH 5. puis apr6s 10 mn ^ temp6rature amblante, la reaction est arr§t6e par addition 
d'H2S04 2,5%. 

Les s6rums positifs sont ceux pr^sentant une valeur d'absorption (DO) au mofns trois fols sup^rieure k celle 
du contrdie (souris n^ 5). 

d) Le poliovirus type 1 (Mahoney) a 6t6 marqu6 avec 36S-Met et purifi6 par centrifugatlon dans un gradient 
de CsCI. 

Les virions d6natur6s par la chaleur ont 6t6 pr6par6s par incubation des virions infectieux pendant une 
heure d 56«C. 

Des allquots de 50 jil contenant 15 000 cpm de particules marqu6s au ^^S-Met (Emini et al) en solution 
dans 150 mM de NaCI. 5 mM d'EDTA, 50 mM de tris. pH 7,4, 0,02% de NaNg et 0,05% de Nonid et P40, 
ont incub6s en presence de 50 ^1 de fluides d'ascites de souris pendant une heure d 37*»C et pendant 
une nuit k 4*»C. 

Les complexes imm.uns ont 6t6 pr6clpit6s par Staphilococcus aureus (souche Cowan 1) (Kessler) et leur 
radioactivity a 6^ testae. Les chiffres du tableau Id repr6sentent, en pourcentage, les valeurs de radloao- 
tivit^ immunopr^cipit^e. 

e) Le titre en anticorps neutralisant de cheque s6rum a 6t6 mesur6 par test de reduction sur plaque standard 
avec des cellules Vero. en ajoutant une quantity de cent unites formant plaque (plaque forming units) de 
virus polio type 1 (Mahoney). 

Les dilutions Inverses de s6rums (Log 2) donnant 5% de reduction sur plaque ont 6td caicui^es k partir 
des courbes de r6grBssion des valeurs moyennes obtenues k partir de 3 experiences. 

Les experiences avec le gdne modifi6 du plasmide pPAP montrent que les sequences 6trang6res Ins6r68s 
dans la prot6lne peuvent se trouver expos6es k la surface des particules. Si la conformation Inltiale des sequen- 
ces exogenes est mod!fl6e, II est raisonnable de penser que I'lnsertion de structures plus grandes ou la deletion 
de certaines parties de la proteine HBsAg peuvent resoudre ce probieme. La recherche d'autres sites d'lnser- 
tion est aussi possible. Une insertion de 8 acldes amines au niveau du residu 50 de I'HBsAg (au site Bal I du 
gene S) permet la production de particules et leur excretion. 

Linvention permet par consequent la production de vaccins mixtes. 

Si Ton Insere la sequence de determinants antlgenlques etrangers e ceux de THBsAg, 11 devient possible, 
si ces derniers son exposes en surface, de fabriquer des vaccins mixtes centre un autre sous-type du virus 
HBV. centre de determinants du core du virus (HBcAg, HBeAg) (A.M. Prince et al. 1 983, S. Iwarson et AL 1 984) 
centre les determinants antlgenlques de virus touchant les memes populations que l' hepatite B (SIDA, Herpes) 
et centre les detemrilnants antigeniques d'autres virus (T.M. Shinnick et al. 1983). Les huit acides amines Inter- 
venant dans le determinant antigenique majeur de la proteine VP^ du poliovirus type 3 (D.M.A. (Evans et al. 
1983) peuvent etre inser6s dans la proteine HBsAg parrintennedlalred'un fragment d'ADN synthetise par vole 
chimique. 

Ce type de manipulation peut aussI permettre i'expression de sequences blologlquement actives ayant un 
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fntSr&t pharmaceutlque. 

Les particules produites par les H6padna virus animaux (P.L Marion et al. 1983) peuvent dtre utiiis^es 
dans les mSmes conditions. 

A C8 titre, IMnventlon conceme toute composition de vaccin centre i'h^patite vlrale B contenant une dose 
5 efficace de particules confonmes d Tinvention, notamment de 3 d 6 microgrammes de prot^lne/ml, par exemple 
5 nnicrogrammes de prot^ine/ml (dose unitaire), en association avec un vdhicule pharmaceutlque approprld au 
niode d'administration cholsl, notanvnent par vole parent^rale. 

Les pages qui suivent renvolent d la documentation ant^rieure d laquelle 11 a 6t6 fait rSf^rence dans ce qui 
pr§c6de. 

10 

REFERENCES 



- Anacker, R.L, Munoz, J.J. Immunol. 87, 428-432 (1961). 

- Cattaneo, R., Will, H., Hernandez, N., Schaller. H. (1983) Nature. 305, 336-338. 

15 - Colb^re-Garapin, R, Honodniceanu, F., Kourilsky, P., Garapin. A.C. (1981) J. Mol. Biol., 150, 1-14. 

- Coulllln. P., Cralnlc, R., Cabau, N., Horodnlceanu, F. & Bou6. A. Ann Virol. (Inst. Pasteur) 133E , 315-323 
(1982). 

- Dutwis, M.F.. Pourcel. C, Rousset, S., Chany, C. et Tlollals. P. (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77, 
4549^553. 

20 - Emini, E A. Bradford, A. J., Wimmer, E. Nature 304, 699-703 (1 983). 

- Evans, D.M.A., Minor. P.D., Scliild, G.S., Almond, J.W. (1983) Nature 304, 460-462, 

- Fricks. C.E., Icenogle. J.P., Hogle. J.M.. J. Virol. 54, 856-859 (1985). 

- Graham, F.L, Van der Eb, A. J. (1973) Virology, 52, 456. 

- Gross-Bellard. M., Oudet, P., Chambon, P. (1973) Europ. J. Blochem. 36, 32. 
25 - Hogle J.M., Chow, M., Fllman. D.J. Science 229, 1358-1365 (1985). 

- Hollinger, F.B., Sanchez, Y., Troisi, C, Dressman, G.R. Melnick, J.L (1984) The 1984 International Sym- 
posium on Viral Hepatitis San Francisco, USA. 

- Iwarson, S., Tabor, E., Thomas. H., Snoy. P.. Gerety, R,J. (1984) The 1984 International Symposium on 
Hepatitis Virus, San Francisco, USA. 

30 - Kaczorek. M., Delpeyroux, F., Chenciner, N., Streeck, R.E., Murphy. J.R., Boquet, P., Tiollais, P. (1983). 
Science 853-855. 

- Kessler. S.W. J. Immunol. 115, 1617-1624 (1975). 

- Laemmli, U.K. (1970) Nature. 227. 680-685. 

- Lusky. M., Botchan, M. (1981) Nature, 293, 79. 

35 - Machida, A„ Kishlmoto, S., Ohnuma, H., Miyamoto, l„ Baba, K., Oda, K., Nakamura, T., Funatsu, G., 
Mljakawa, Y., Mayami. M. (1982) Mol, Immunol. 19, 1087-1093. 

- Marion, P.L, Knight, S.S., Feltelson, M.A., Oskiro, LS., Robinson, W.S. (1983) Journal of Virology, 48, 
534-541 

- Maxam. A.. Gilbert, W. (1980), Methods Enzymol. 65, 499. 

40 - Michel. M.L, Pontisso, P., Sobczak, E., Malpiece, Y., Streek, R.E., Tiollais, P. (1984). Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 81, 7708-771 Z 

- Moriarty, A.M., Hoyer, B.H., Wal-Kuo Shih, J., Gerin. J.L, Hamer, D.H. (1981) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
78. 

- Neurath, A.R., Kent, S.B.H., Strick, N. (1984) The 1984 Intemational Symposium on Hepatitis Virus, San 
45 Francisco, USA. 

- Newmaric, P. (1984). Nature 311^, 510-511 

- Pasek, M. et al, Nature (London) 282-575 (1979). 

- Peterson, D.L, Paul, DA, Gavllanes, F., 

Achord, D.T., In : Advances in Hepatitis research (ed. Chisari, F.V.) 30-39 (Mason Publishing U.S A Inc. 
so 1984). 

- Pillot, J., Petit, M.A. (1984) Molecular Immunology, 21^, 53-60. 

- Prince, A.M., Vnek, J., Stephen, W. (1983) Develop. Biol. Standard. 54. 13-22 (S. Kargel, Basel). 

- Rigby, P.W.J., Dieckmann, M., Rhodes, C„ Berg. P. (1977) J. Mol. Biol. .113, 237. 

- Shapiro. S.K.. Chou. J.. Richaud. F.V. Casadaban, M.J. (1983) Gene, 25, 71-82. 
55 - Smith, G.L, Mackett, M., Moss, B. (1983) Nature, 302, 490-495. 

- Southern, E.M. (1975) J. Mol. Biol. 98, 503-517. 

- Stibbe, W.. Geriich, W. (1983) Journal of Virology 46, 626-628. 

- Tiollais, P., Charnay, P., Vyas, G.N. ((1981) Science 212, 406-41 1. 



13 



EP0 201 416 B1 



- Valenzuela, P., Medina. A., Rutter, W.J. (1982) Nature. 298, 347-350. 

- Valenzuela, P. In Proceedings of the Twelth International Conference on Yeast Genetics and Molecular 
Biology. Edinburgh 1984, 16. 

- Van der Werf, S.. Wychowski. C. Bruneau. P., Blondel, B., Crainic, P.. Horodniceanu. F., GIrard, M. 
(1983),Proc. Nad. Acad. Sci. USA 80, 5080-5084. 

- Voder. A., Bedwell. D.E;. & Berlett, A. A Guide with Abstracts of Microplate Applications, p. 1 (Dynatech, 
Guernesey 1979). 

- Wigler. H., Peilicer, A., Silverstein, S., Axel, R.. Uriaub G., Chasin, L Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 76. 
1373-1376(1979). — 



Revendlcations 

1. Particules contenant une proportion sufRsante des sequences d'aminoacides caract6ristiques du poly- 
peptide majeur de I'antig^ne HBs du virus de i'h^patite virale B, pour conserver d ces particules une confor- 
mation similaire k ceKe des particules naturelles, caract^ristfque des antig^nes d'enveloppe du virus de 
rh^patite B, caractdrisdes en ce qu'elles comportent d leur surface une sequence d'acides amines 6trang6re. 
de prSf^rence porteuse d'un site Immunog^ne, ladite s6quence 6trang6re 6tant incorpor6e d I'int^rieur meme 
de ce polypeptide majeur en I'une de ses regions hydrophiles nonmaiement expos6es d la surface extdrfeure 
desdites particules ou, en varlante. ladite sequence 6trang6rB 6tant substitute d un ou plusieurs aminoacldes 
appartenant h ces regions hydrophiles. 

2. Particules selon la revendicatjon 1 . caracttristes en ce que la sequence 6trang6re d'aminoacides est 
insSrte dans la r6gion s'6tendant entre (es addes amines 32 et 74 du polypeptide majeur. 

3. Particules selon la revendication 1. caract6ris6es en ce que la sequence 6trang6re d'aminoacides est 
ins6r6e dans la r6gion s'6tendant entre les acides aminds 110 et 156 du polypeptide majeur. 

4. Particules selon Tune queloonque des revendlcations 1 d 3, caracttristes en ce que la sequence poly- 
peptidique 6trang6re a une tailie ne d6passant pas 16 aminoacldes. notamment une taille de 5 di16, ou mSme 
de 6 d 13. aminoacldes. 

5. Particules selon I'une quelconque des revendlcations 1 d 4, caracttristes en ce qu'elles contlennent 
6galement la sequence polypeptidique codte par la r6gion pr6-S du g6nome du virus de I'h6patlte virale B. 

6. ADN recombinant contenant une sequence d'ADN codant pour la region S et. le cas 6ch6ant. pr6-S du 
polypeptide majeur du vims de Thtpatite virale B, caract6ris6 en ce qu'il comprend au moins une sequence 
nucl6otidique codant pour une sequence d'aminoacides 6trang§re, ladite sequence nucl6otidique 6tant au 
niveau de I'une au moins de celles des zones de la r6gion S correspondant aux regions hydrophiles du poly- 
peptide majeur du virus de rh6patite B susdit. et en ce que la r§gion S. et le cas 6ch6ant. la region pr6-S, pr6- 
sentes dans I'ADN recombinant, sont plactes sous le contrfile direct d'un promoteur exogfene dont est connue 
la capacit6 de permettre I'initiation efficace de la transcription des g6nes directement sous son contrfile dans 
les cellules eucaryotes. notamment humaines ou animales. ou encore dans les levures auxquelles lesdits veo- 
teurs sont destines. 

7. ADN recombinant selon la revendication 6, caract6ris6 en ce que la sequence nucl6otidique codant pour 
la susdite sequence 6trang6re estlocallste dans la region du g§ne S qui code pour le polypeptide qui s'6tend 
entre les acides amines 32 et 74 du polypeptide majeur entrant dans la constitution de I'antlg^ne HBs. 

8. ADN recombinant selon la revendication 6, caract6ris6 en ce que la sequence nucltotidtque codant pour 
la susdite sequence 6trang§re est locallste dans la region du gdne S qui code pour le polypeptide qui s'6tend 
entre les acides aminds 110 et 156 du polypeptide majeur entrant dans la constitution de I'antigdne HBs. 

9. ADN recombinant selon I'une quelconque des revendlcations 6^8, caract6rls6 en ce que la susdite 
s6quence nucI6otidIque 6trang6re code pour un polypeptide ne dtpassant pas 16 amlnoacides et plus parti- 
culitrement de 6 d 13 aminoaddes. 

10. ADN recombinant selon I'une quelconque des revendlcations 6 d 9, caract6rls6 en ce que le susdit 
promoteur exogdne est constitu6 par Tun des promoteurs du virus SV40. 

11. Lign6e cellulaire provenant d'un h6te, notamment humain ou animal, ou encore de levure capable de 
reconnatlre le promoteur exog^ne de I'ADN recombinant selon i'une quelconque des revendlcations 6 610 
caract6rls6e en ce qu'elle comporte, lncorpor6 dans le g6nome. un ADN recombinant conforme d I'une quel- 
conque des revendlcations 6 d 10. 

1 2. LIgn6e cellulaire selon la revendication 1 1 . caracttriste en ce qu'elle est form6e de cellules reconnais- 
sant le promoteur du virus SV40. 

13. Proc6d6 de production de particules selon I'une quelconque des revendlcations 1 i 6, caracttrlsd par 
la transfonmation d'une Iign6e cellulaire. notamment humaine ou animale, par un ADN recombinant conforme 
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k I'une quelcx)nque des revendlcatlons 6 d 10, le promoteur de I'ADN recombinant 6tant cholsl en confonnlt6 
avec la nature de I'hdte cellulaire uttlisd, en ce que I'on cultive te micro-organisme ainsi transform^ et en ce 
que I'on recueille ies partlcules produltes. 

14. Proc§d6 selon la revendicatlon 13, caract6rls6 en ce que la s6quence 6trang6re incorpor6e dans le 
polypeptide majeurcomprend au plus 16 amlnoacides et en ce que i'on rScup^re Ies partlcules produltes excr6- 
t&es dans le milieu de cul^re du susdit hdte cellulaire. 



1. Teilchen entahltend einen Antell von charakteristischen Aminosauresequenzen des Hauptpolypeptlds 
des HBs-Antigens des Virus von VIrushepatitIs B, der dazu ausrelcht, eine Konfonmation dieser Teilchen auf- 
rechtzuerhalten, die §hnllch 1st derjenlgen der naturiichen Teilchen und charalcterlstlsch fOr die Antigene des 
Hauptpolypeptlds der HOlIe des Virus dadurch gekennzeichnet, daR sie auf Ihrer OberflSche eine firemde Ami- 
nosauresequenz aufwelsen, die vorzugswelse einen Immunogenort trSgt, welche Fremdsequenz in das eigent- 
liche Innere dieses Hauptpolypeptlds In einen seiner hydrophiien Berelche, die normaierweise auf der Oblache 
der Teilchen freiliegen, elngefiihrt 1st. oder welche Fremdsequenz mit einer oder mehreren AminosSuren sub- 
stituiert ist, die diesen hydrophiien Bereichen angehdren. 

•2. Teilchen nach Anspmch 1, dadurch gekennzeichnet, daH die fremde AmInos9uresequenz in den 
Bereich eingefugt ist, der sich zwischen den Aminosauren 32 und 74 des Hauptpolypeptlds erstreckt. 

3. Teilchen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dal^ die fremde AmonosSuresequenz in den 
Bereich eingefugt ist, der sich zwischen den Aminosduren 110 und 156 des Hauptpolypeptlds erstreckt. 

4. Teilchen nach einem der AnsprQche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet. da& die firemde Polypeptldse- 
quenz eine Groae von nicht mehr ais 16 AmInosSuren. namentllch eine Grfitle von 5 bis 16 oder bevorzugter 
von 6 bis 1 3 AminosSuren aulwelst. 

5. Teilchen nach einem der AnsprOche 1 bis 4. dadurch gekennzeichnet, da& sie zusdtzlich die Polypep- 
tldsequenz enthalten, die durch den Prd-S-Bereich des Genoms des Virus der Virushepatitis B codfert ist 

6. Rekombinante DNA enthaltend eine DNA-Sequenz, die fQr den Bereich S und gegebenen^lls den 
Bereich PrS-S des Hauptpolypeptlds des Virus der Virushepatitis B codiert,.dadurch gekennzeichnet, da(i sie 
mindestens eine Nudeotidsequenzenthdit, die fur eine fremde Aminosauresequenz codlert, welche Nudeotid- 
sequenz im Bereich mindestens einer der Zonen des Berelchs S entsprechend den hydrophiien Bereichen des 
oben angesprochenen Hauptpolypeptlds des Vims von Hepatitis B angeordnet Ist und da& der Bereich S und 
gegebenenfalls der Bereich Pr3-S. die In der rekomblnanten DNA vorhanden sind, unter der direkten Kontrolle 
eines exogenen Promoters stehen. von dem bekannt ist, dali er die Fahigkeit besitzt, eine wirksame Initilerung 
der Transcription von Genen direkt unter seinem EinfluR in eukariotischen Zellen, insbesondere menschlichen 
Oder tierischen Zellen, oder auch in Hefen, fur die die Vektoren bestimmt slnd, zu initleren. 

7. Rekombinante DNA nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet da& die fur die genannte Fremdse- 
quenz codierende Nudeotidsequenz in dem Bereich des Gens S iokalislert ist, der fur das Polypeptid codiert, 
welches sich zwischen den Aminosauren 32 und 74 des an dem Aufbau des Antigens HBs beteiligten Haupt- 
polypeptlds erstreckt. 

8. Rekombinante DNA nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, da& die fQr die genannte Fremdse- 
quenz codierende Nudeotidsequenz in dem Bereich des Gens S Iokalislert ist, der fur das Polypeptid codiert, 
welches sich zwischen den AminosSuren 110 und 156 des an dem Aufbau des Antigens HBs beteiligten Haupt- 
polypeptlds erstreckt. 

9. Rekombinante DNA nach einem der Anspruche 6 bis 8, dadurch gekennzeichnet, da& die genannte 
fremde Nudeotidsequenz fQr ein Polypeptid codiert, welches 16 Aminosduren und Insbesondere 6 bis 13 Ami- 
nosauren nicht ubersteigL 

10. Rekombfnante DNA nach einem der Anspruche 6 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daR der exogene 
Promoter einer der Promotoren des Virus SV40 ist. 

1 1. Aus einem namentllch menschlichen oder tierischen Wirt stammende Zellinie oder Hefe, die in der Lage 
1st, den exogenen Promoter der rekomblnanten DNAnach einem der Anspruche 6 bis lOzu erkennen, dadurch 
gekennzeichnet, da& sie in das Genom Inkorporiert eine rekombinante DNA nach einem der Anspruche 6 bis 
lOenthilt 

1 2. Zellinie nach Anspruch 1 1 , dadurch gekennzeichnet daR sie aus Zellen geblldet ist die den Promoter 
des Virus SV40 erkennen. 

13. Verfahren zur Herstellung der Teilchen nach einem der AnsprQche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
da& man eine Insbesondere menschliche oder tierische Zellinie mit einer rekomblnanten DNA nach einem der 
AnsprQche 6 bis 1 0 transfonmiert, wobei der Promoter der rekomblnanten DNA in Abh§nglgkeit von der Art des 
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verwendeten Zellwlrts ausgewShlt wird. und man den In dieser Welse transformlerten Mikroorganismus zQchtet 
und die gebildeten Teilchen gewinnt. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, da& die in das Hauptpolypeptid eingefuhrte 
Fremdsequenz hochstens 16 AminosSuren enthalt und man die gebildeten Teilchen gewinnt, welche von dem 
genannten Zeilwirt in dem Kultunnedlum ausgeschieden worden sind. 



1 . Particles containing a sufficient proportion of the sequences of amino adds characteristic of the major 
polypeptide of the HBs antigen of the viral hepatitis B virus, for these particles to retain a structure similar to 
the structure of the natural particles characteristic of the enveloppe antigens of the hepatitis B virus charac- 
terized in that they comprise at their surface, by the incorporation Into this major polypeptide of a foreign sequ- 
ence of amino acids, preferably itself carrier of an immunogenic site, said sequence been incorporated within 
this major polypeptide, in one of its hydrophilic regions normally exposed at the external surface of the said 
particles, or as an alternative, by the substitution of one or more amino acids forming part of these hydrophilic 
regions by the said foreign sequence of amino adds, 

2. Partldes according Claim 1, characterized In that the foreign sequence of amino acids is inserted In the 
region extending between amino acids 32 and 74 of the major polypeptide. 

3. Particles according to Claim 1, characterized In that the foreign sequence of amino acids is inserted in 
the region extending between the amino acids 110 and 156 of the major polypeptide. 

4. Particles according to any one of the Claims 1 to 3, characterized in that the foreign polypeptide sequence 
has a size not exceeding 1 6 amino acids, in particular a size of from 5 to 16, or even from 6 to 13 amino acids. 

5. Partldes according to any one of Claims 1 to 4, characterized in that they also contain the polypeptide 
sequence encoded in the pre-S region of the genome of the hepatitis B virus. 

6. Recombinant DNA containing a DNA sequence coding for the S region, and if appropriate, the pre-S 
region of the genome of the major polypeptide of the hepatitis B virus, characterized in that it comprises at least 
one nucleotide sequence coding for the above-mentioned foreign amino acids sequence said sequence being 
at the level of at least one of those zones of the S region conresponding to the hydrophilic regions of the above- 
mentioned major polypeptide of the hepatitis B virus, and in that the S region and, if appropriate, the pre-S reg- 
ion, present In the recombinant DNA, are placed under the direct control of an exogenous promoter with the 
known capacity for allowing efficient initiation of the transcription of the genes directly under its control In the 
eucaryotic cells, in particular human or animal cells, or even yeasts, for which the said vectors are intended. 

7. Recombinant DNA according to Claim 6, characterized in that the nucleotkie sequence coding for the 
above-mentioned foreign sequence is localized in the region of the S gene which codes for the polypeptide 
which extends between the amino acids 32 and 74 of the major polypeptide forming part of the structure of the 
HBs antigen. 

8. Recombinant DNA according to Claim 6, characterized in that the nucleotide sequence coding for the 
above-mentioned foreign sequence is localized in the region of the S gene whteh codes for the polypeptide 
which extends between the amino acids 110 and 1 56 of the major polypeptide fbnming part of the structure of 
the HBs antigen. 

9. Recombinant DNA according to any one of the Claims 6 to 8, characterized in that the above-mentioned 
foreign nudeotide sequence codes for a polypeptide not exceeding 16 amino adds and more particularly of 
from 6 to 13 amino acids. 

1 0. Recombinant DNA according to anyone of the Claims 6 to 9, characterized in that the above-mentioned 
exogenous promoter is constituted by one of the promoters of the SV40 virus. 

1 1. Cell line derived from a host, in particular a human oraninnal host, or even a yeast capable of recognizing 
the exogenous promoter of the recombinant DNA according to any one of the Claims 6 to 10, characterized In 
that It contains, incorporated In the genome, a recombinant DNA in confonmity with any one of the dainns 6 to 
10. 

12. Cell line according to Claim 11. characterized In that It is composed of cells recognizing the promoter 
of the SV40 virus, 

13. Procedure for the production of partldes according to any one of the Claims 1 to 5, characterized by 
the transformation of the cell line, in partteular a human or animal cell line, by a recombinant DNA in conformity 
with any one of the Claims 6 to 10, the promoter of the recombinant DNA being chosen in conformity with the 
nature of the cell host used, In that the microorganism thus fransfomied Is cultivated and in that the partldes 
produced are recovered. 

1 4. Procedure according to Claim 1 3, characterized in that the foreign sequence Incorporated into the major 
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polypeptide comprises at most 16 amino acids and in that the excieted particles produced are recovered from 
the culture medium of the above-mentioned ceil host 
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